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简介

近年来，血清中25-羟基维生素D(25OHD)的分析需求大大增加。维生素D除

了影响骨骼代谢之外，如今的一些临床研究还表明维生素D缺乏症与某些

癌症、多发性硬化症和心脏疾病的增发风险有关1,2。25OHD的浓度被认为是

表征维生素D水平的临床指标3，并且对监测补充治疗具有重要意义，它具

有维生素D2和维生素D3两种形式。当25-羟基维生素D2(25OHD2)的抗体交

叉反应低于100%时，一些免疫检测方法可能无法测出维生素D2补充治疗患

者的25OHD总浓度4。因此，现在许多临床实验室都采用基于LC/MS/MS的方

法测定25OHD，以实现25OHD2和25-羟基维生素D3(25OHD3)的可靠定量。

利用LC/MS/MS分析25OHD需要对样品进行预处理，使25OHD从维生素D结合

蛋白中释放出来，最大程度降低基质效应。但是，这些步骤不仅耗时，而且

在样品转移时易引入人为误差。

本应用纪要介绍了一种半自动化样品预处理方案，可从最初的试管操作到

结果处理对样品进行全程追踪，最后采用UPLC/MS/MS分析25OHD。

实验

使用Waters® ACQUITY® TQD系统(沃特世公

司，英国曼彻斯特)进行所有分析。系统配置

如图1所示。仪器通过MassLynx® 4.1软件在电

喷雾正离子模式下运行，并采用TargetLynx™

应用软件自动进行数据处理。

对化合物依赖的锥孔电压进行优化使得进

入离子源的母离子的丰度最大化，并通过

第一级四极杆选择相应的母离子进入碰撞

池。利用氩气和碰撞能量促使碰撞诱导解

离，生成特征性产物离子。利用此方法建

立的具体多重反应监测(MRM)实验如表1所

示。

UPLC条件

UPLC系统： Waters ACQUITY UPLC®系统

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH苯基	

	 	 色谱柱2.1 x 50 mm, 1.7 µm

柱温：  35 ˚C

流速：  450 µL/min

流动相A： 含2 mM醋酸铵

	 	 和0.1%甲酸的水溶液

流动相B： 含2 mM醋酸铵

	 	 和0.1%甲酸的甲醇溶液

梯度：  在3 min内流动相B从65%  

  增加至85%
图1. 沃特世ACQUITY TQD的系统配置。
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MS条件

MS系统： Waters TQD 

电离模式： ESI+ 

毛细管电压： 0.8 kV 

锥孔电压： 见表1 

脱溶剂气温度： 400 ˚C 

脱溶剂气流量： 1000 L/h 

源温度： 120 ˚C 

采集： MRM分析(表1)

化合物
MRM 
(m/z)

锥孔能量 
(V)

碰撞能量 
(eV)

25OHD3 401.35 >159.1 24 28

25OHD3* 401.35 >383.3 24 10

d6-25OHD3 407.35 >159.1 24 28

25OHD2 413.35 >355.3 26 10

25OHD2* 413.35 >83.1 26 22

d3-25OHD2 416.35 >358.3 26 10

表1. 监测25OHD2或25OHD3和内标物时使用的调谐参数。*表示可选的定性离子，用于提高

化合物鉴别的可靠性。

临床样品、校准品和质量控制标准品

用于测定血清样品中25OHD2或25OHD3浓度的校准品和质量控制标准品

(QC)得自市售产品(Chromsystems，德国)。决定检测精度所用的高浓度和中

浓度QC样品来自市售产品(UTAK，美国)，低浓度QC样品通过混合25OHD缺

乏症患者血清并加入已知浓度的25OHD2而制备。低、中和高浓度QC样品的

25OHD2最终浓度分别为7.5、34.3和81.4 ng/mL，25OHD3最终浓度分别为12.4、	

31.2和71.3 ng/mL。

将本方法所得结果与之前在布里斯托尔皇家医院(BRI)临床生物化学部门

通过己烷提取鉴定物并进行(LC/MS/MS)检测分析的30个临床血清样品的结

果进行对比。依从英国国家研究道德服务规范，对样品进行了匿名处理。

半自动化样品制备

将血清样品、校准品和QC标准品置于自动化液体处理系统(LHS;Tecan 

Freedom EVO®，瑞士。图2)，并利用条形码进行识别，以追踪整个提取过程。

使用甲醇沉淀蛋白质之前，通过LHS将样品(150 µL)等分注入96深孔板中，

并加入内标溶液(20 µL，含250 ng/mL d6-25OHD3或d3-25OHD2)。

然后进行离心(离线)，LHS将上清液转移至经调节的Oasis® µElution固相萃取

(SPE)板中，并用甲醇水溶液清洗。按照与初始色谱条件的有机溶剂强度匹

配的两步洗脱方案将保留的分析物用LHS洗脱。手动密封洗脱板并转移至

ACQUITY自动进样器，然后利用ACQUITY样品管理器的预加载功能，取20 µL

样品直接注入UPLC/MS/MS系统。这样，进样之间的时间大约为4.9 min。
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ACQUITY自动进样器，然后利用ACQUITY样品管理器的预加载功能，取20 µL样品直接注入UPLC/MS/MS

系统。这样，进样之间的时间大约为4.9 min。

96个样品的样品制备时间大约为2 h，其中仅涉及极少的手动操作。在典型实验室中，LHS的工作流程

如下所述。

工作流程

t=0：  实验室技术人员准备好患者样品、校准品、QC标准品和试剂并手动加载至LHS。

t=+30分钟： 实验室技术人员启动LHS预处理方案。

t=+1小时15分钟：实验室技术人员移去蛋白质沉淀板，进行离线离心。

t=+1小时20分钟：实验室技术人员将板重新置于LHS并再次启动自动化SPE方案。

t=+2小时15分钟：实验室技术人员密封收集板并转移至UPLC自动进样器。

图2. Tecan Freedom EVO® 100

的系统配置。
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结果

线性

在2.5–220 ng/mL的浓度范围内向马血清(西格玛奥德里奇公司)中加入已知浓度的25OHD2和25OHD3，

测定检测方法的线性。对分析物每天测定一次，连续测定5天，所得的分析物浓度和响应值(分析物峰

面积/IS峰面积)之间的相关性呈线性。

25OHD3的确定系数(r2)>0.998(图3)，25OHD2的确定系数>0.997。计算所得的校准品浓度均在指定值

的10%范围之内，偏差在额定值的±15%范围之内，被认为符合各个分析物的定量限要求。

图3 .马血清中25OHD3的校准

曲线。

精度

通过提取低、中和高浓度的QC样品并重复分析5次以测定批内精度。根据这三个浓度水平计算25OHD

的变异系数(CV)。对低、中和高浓度的QC样品进行连续5天的分析，测定批间精度。结果如表2所示。

准确度

通过对来自国际维生素D的外部质量评估计划(DEQAS；www.deqas.org)的16份外部质量控制样品进行

分析，以考察25OHD3检测方法的准确度。使用Chromsystems校准曲线计算DEQAS样品浓度。所有结果均

在25OHD3 的LC/MS方法所得结果平均值的10.8%偏差范围之内。

低浓度QC 中浓度QC 高浓度QC

250HD2 250HD3 250HD2 250HD3 250HD2 250HD3

批内精度	
CV%

6.4 7.13 6.56 6.15 7.70 4.33

批间精度	
CV%

11.93 8.67 9.14 9.75 9.14 7.99

化合物名称：25OHD3 
相关系数：r = 0.9996，r2 = 0.9993 
校准曲线：0.0286787 * x + 0.0166297 
曲线类型：线性，原点：排除，加权：1/x，轴转：无
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回收率

25OHD2和25OHD3在检测分析范围内的回收率大于80%(以空白加标马血清在提取前和提取后的分析

物响应百分比表示)。

灵敏度和特异性

25OHD3计算浓度为4.7 ng/mL的患者样品的色谱图如图4所示。定量离子跃迁(m/z 401.35>159.1)不受干

扰，峰积分可重现，可见本方法能够检测来自维生素D严重缺乏症患者的样品中的25OHD。

离子抑制

我们在色谱条件开发过程中对离子抑制进行了研究。将源于实验室器皿和血液收集装置的磷脂，增

塑剂和脱模剂的影响最小化。

样品分析

对来自BRI的30份匿名患者样品进行分析并测定了25OHD的总浓度。运用Passing-Bablok方法进行回归分

析，并采用Bland–Altman方法(Microsoft Office Excel2003，带Analyse-It插件1.73版)对方案进行评估5,6。当

运用Bland–Altman差异图进行分析时，两种分析方法(Waters=BRI+1.3ng/mL)之间几无差别。比较两种方

法的总体回归曲线，Waters=0.98(BRI)+1.47 (r2 =0.96)，如图5所示。

图4 .低浓度25OHD3患者样品

的色谱图。

图5 .散点图和Passing-Bablok

拟合。
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讨论

如今，LC/MS/MS在许多实验室中被广泛用于维生素D的测定，

但是通常这些方法大多需要经验丰富的实验员手动进行样品

处理，才能实现成功的实施。

对血清中25OHD2或25OHD3的分析表明本方法的线性良好

(r2>0.997)，连续5天分析所得的准确度和精度良好。此外，本

方法体现了与常规临床LC/MS/MS检测的良好一致性。

半自动化方法运用了Tecan Freedom EVO 100的液体处理和样品

追踪功能。LHS极大地减少了手动操作步骤和操作变异性，进

一步确保了结果的一致性和重现性。此外，Oasis µElution提取

板技术的使用省去了耗时的溶剂蒸发和复溶步骤，使每个工

作班次可至少分析192个样品。

本文介绍的半自动化方法克服了当前LC/MS/MS方法的诸多局

限性。尤其是省去了一些耗时耗力的手动样品预处理步骤。

这将使更多的实验室可以利用UPLC/MS/MS方法进行25OHD分

析。

沃特世公司致谢英国布里斯托尔皇家医院临床生物化学系的

独立临床研究员Ann Bowron在本应用纪要制作中所提供的临

床研究样品，以及她提供的宝贵帮助和建议。
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